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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
»721« interno poimenovano gojišče s sestavo 70 % DMEM, 20 % MHB,10 % FBS 
AHB agar Abeyta-Hunt-Bark 
CFU kolonijska enota (ang. colony forming unit) 
Cia antigen (ang. Campylobacter invasion antigen) 
CMHB gojišče za kvantifikacijo in namnoževanje bakteriofagov 
COBIK Center odličnosti za biosenzoriko, instrumentacijo in procesno kontrolo 
CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats (ang.) 
DMEM gojišče (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
HBSS Hank's Balanced Salt Solution (ang.) 
LOS lipooligosaharidi 
MHB bujon Müller-Hinton  
MMR popravljanje neujemajočih DNA baznih parov (ang. DNA mismatch repair) 
MOI multipliciteta okužbe (ang. multiplicity of infection) 
NZCYM novozelandski kazamino kvasni agar 
OE ekstrakt listov oljke 
PBS fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline) 
PFU plakotvorna enota (ang. plaque forming unit) 
RNA ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
SM solno-magnezijev pufer 
SSM zdrs polimeraze in izpuščanje določenega števila komplementarnih 
nukleotidov (ang. slipped strand mispairing) 
TE ekstrakt timijana pred hidrolizacijo njegovega eteričnega olja 
TE-R ekstrakt timijana po hidrolizaciji njegovega eteričnega olja 
TRCF transcription repair coupling factor (ang.) 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Predstavnice vrste Campylobacter jejuni so po Gram-u negativne mikroaerofilne 
bakterije spiralne oblike, ki spadajo v rod Campylobacter. Ta vrsta je patogen 
človeškega črevesja in pri ljudeh povzroča kampilobakteriozo, v redkih primerih se pa 
infekcija lahko celo razvije v avtoimunsko bolezen. C. jejuni ne tvorijo spor, so 
kemotrofni organizmi, ki pridobivajo energijo iz aminokislin ali intermediatov 
Krebsovega cikla (Perez-Perez in Blaser, 1996). So termofilne bakterije in optimalno 
rastejo pri temperaturi 42 °C, lahko pa rastejo tudi pri temperaturi 37 °C (Stintzi, 2003). 
 
V Evropi in Severni Ameriki je C. jejuni najpogostejši povzročitelj bakterijske driske in 
povzroča več obolenj kot Shigella spp. in Salmonella spp. skupaj. Bakterije C. jejuni so 
naravno prisotne v prebavilih ptic. Ljudje se z njo ponavadi okužijo z uživanjem 
toplotno slabo obdelanega mesa, z uživanjem kontaminiranih mlečnih živalskih 
produktov, s stikom ali uživanjem kontaminirane vode, s stik z okuženo živaljo ali 
prenos patogena iz okuženih na zdrave ljudi (Kaakoush in sod., 2015). 
 
Dejavniki patogenosti te bakterije še niso povsem jasni, zato so raziskave o mehanizmih 
delovanja v smislu sprožanja bolezni še vedno zelo aktualne. Prav tako pri teh 
bakterijah v zadnjih časih opažajo večanje odpornosti proti antibiotikom, zaradi česar v 
znanstvenih krogih velja zdravljenje okužb in preventiva z bakteriofagi za vse bolj 
zanimivo alternativo z velikim potencialom. Bakteriofagi, specifični za Campylobacter, 
spadajo v družini Myoviridae in Siphoviridae (Ackermann, 2007). Vežejo se specifično 
na točno določeno vrsto bakterij, nekateri pa celo samo na specifične podskupine v 
vrsti. Bakterije tekom bakteriofagnega življenjskega cikla odmrejo zaradi lize pri 
pomnoževanju bakteriofagov. Zaradi specifičnosti vezave imajo bakteriofagi manj, oz. 
so celo brez, negativnih učinkov na koristno in komenzalno črevesno mikrobioto in 
celice prebavnega trakta, kar predstavlja veliko prednost v primerjavi z antibiotiki, ki 
vplivajo na vse, ne le tarčne mikroorganizme (Bruttin in Brussow, 2005; Keen, 2012). 
 
Raziskovanje učinkov bakteriofagov na bakterije se lahko izvaja in vitro na modelih 
trajnih celičnih kultur. Za ta namen so primerne tudi celice CaCo-2, ki izvirajo iz 
človeških črevesnih celic in jih bakterije C. jejuni lahko okužujejo. Celice CaCo-2 se 
pogosto uporabljajo kot model v podobnih raziskavah, zato so dobro proučene in 
primerne za nadaljnje raziskave, vendar je treba omeniti, da kljub temu niso idealen 
raziskovalni model, ker so rakava celična linija. 
 
Raziskave na področju bakteriofagnih terapij so po mnogih desetletjih ponovno obujena 
tematika (predvsem v Evropi in Ameriki). Potrebno je dodelati ter optimizirati metode, 
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postopke in protokole za preverjanje vpliva bakteriofagov na bakterije in potencialne 
učinkovitosti bakteriofagov v smislu preprečevanja adhezivnosti in invazivnosti 
bakterij. 
 
Namen magistrskega dela je bil vzpostavitev in optimizacija postopkov testiranja vpliva 
bakteriofagov na bakterije C. jejuni po okužbi celic CaCo-2. Za preživetje bakterij v 
prebavnem traktu je pomembno, da se pripnejo oz. adherirajo na celice gostitelja, kar 
jim omogoča, da lahko vanje tudi invadirajo. Številni sevi so sposobni tudi invazivnosti, 
zato je potrebno testirati vpliv bakteriofagov na obe lastnosti. Pomembno je preverjanje 
vseh dejavnikov, ki lahko vplivajo na poskus in vitro: na učinkovitost vezave 
bakteriofagov na bakterije, viabilnost bakterij in viabilnost celic CaCo-2. 
Standardizacija in optimizacija testa sta nujni in predstavljata osnovo za nadaljnje 
raziskave.  
 
1.2 CILJI NALOGE 
 
 Optimizacija in standardizacija poskusa za preverjanje vpliva bakteriofagov na 
adhezivnost in invazivnost bakterije C. jejuni v razmerah in vitro na modelu 
celic CaCo-2. 
 Eksperimentalno preveriti učinek bakteriofagov na adhezivnost in invazivnost 
bakterije C. jejuni na modelu celic CaCo-2. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Na izid testa vplivajo koncentracije in razmerja koncentracij celic CaCo−2, 
bakterij C. jejuni in bakteriofagov PC5. 
 Dodatek bakteriofagov PC5 bo zmanjšal ali preprečil adhezivnost in 
invazivnost bakterij C. jejuni. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE Campylobacter jejuni 
 
V zadnjem stoletju so okužbe s Campylobacter jejuni med najpogostejšimi vzroki za 
nastanek nalezljivih bolezni po svetu. Pogostost in razširjenost kampilobakterioze in 
drugih bolezni, povezanih z bakterijami iz rodu Campylobacter, sta se v zadnjih 10 letih 
povečali tako v razvitih državah kot tudi v državah v razvoju, pri katerih se izkazuje, da 
je pojav postal celo endemičen (Kaakoush in sod., 2015). Najpogostejša patogena, ki 
povzročata človeška črevesna obolenja, sta bakterijski vrsti C. jejuni in C. coli (Dasti in 
sod., 2010; Janež in sod., 2014). Okužba s C. jejuni lahko vodi tudi do avtoimunskih 
bolezni, kot sta Guillain-Barréjev sindrom in Miller-Fisherjev sindrom, kjer pride do 





C. jejuni spada v rod Campylobacter, družino Campylobacteraceae, red 
Campylobacterales in razred Epsilonproteobacterria. Rod Campylobacter tipično 
predstavljajo po Gram-u negativne mikroaerofilne bakterije spiralne oblike. Široke so 
med 0,2 in 0,8 µm ter dolge med 0,5 in 5 µm. C. jejuni ne tvorijo spor, so kemotrofni 
organizmi, ki pridobivajo energijo iz aminokislin ali intermediatov Krebsovega cikla 
(Kaakoush in sod., 2015). So termofilne bakterije in potrebujejo relativno visoke 
temperature za normalno rast; optimalno rastejo pri temperaturi 42 °C, lahko pa rastejo 
tudi pri temperaturi 37 °C (Stintzi, 2003). Kljub mikroaerofilni (optimalno rastejo pri 
3-10 % kisika in 5-10 % CO2) naravi je bila dokazana tudi sposobnost rasti v aerobnih 
in anaerobnih razmerah (Silva in sod., 2011). Premikajo se s pomočjo enega ali dveh 
polarnih bičkov (Man, 2011). Večina sevov je odpornih proti antibiotiku cefalotin in 
sintetičnim antibiotikom iz skupine fluorokinonov, ki jih običajno uporabljajo za 




Okužbe s C. jejuni in C. coli skupaj predstavljajo več kot 90 % okužb z bakterijami 
rodu Campylobacter. C. jejuni je posebej učinkovita pri koloniziranju piščancev, v 
manjši meri pa tudi puranov in rac. Kolonizira lahko tudi sesalce, npr. krave, koze, 
prašiče in domače živali (Wilson in sod., 2008). Perutnina predstavlja največji vir 
povzročiteljev kampilobakterioze pri ljudeh. Drugi dejavniki tveganja za okužbe 
vključujejo rabo in uživanje z živalskimi produkti onesnažene vode, nepravilno 
obdelavo živalskih proizvodov v industriji in pri pripravi mesa v gospodinjstvih, 
uživanje kontaminiranih mlečnih izdelkov ter stik z okuženimi živalmi ali okuženimi 
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ljudmi (Slika 1) (Young in sod., 2007; Dasti in sod., 2010; Wagenaar in sod., 2013; 
Kaakoush in sod., 2015). 
 
 
Slika 1: Viri in poti okužb bakterije C. jejuni (Kaakoush in sod., 2015). 
 
Posledica globalne in naraščajoče masovne pridelave perutnine in vedno večje potrošnje 
perutninskega mesa, pa tudi drugih vrst mesa, ki je slabo toplotno obdelano, je, da je 
bakterija C. jejuni trenutno najpogostejši povzročitelj s hrano povezanih bolezni v 
razvitem svetu, predstavlja pa tudi velike težave v državah v razvoju (Kaakoush in sod., 
2015). 
 
Na podlagi podatkov med leti 1998 in 2008 je bilo ocenjeno, da je v Združenih državah 
Amerike na leto 845.024 primerov okužb, med katerimi je bilo potrebnih 8.463 
vsakoletnih hospitalizacij in je celo umrlo 76 ljudi (Batz in sod., 2012). Med leti 1996 in 
2012 so zabeležili 14,3 okužb na 100.000 prebivalcev (Incidence..., 2013). Pojavnost 
kampilobakterioze je leta 2012 napram obdobju 2006-2008 narastla za 14 % v 
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primerjavi z okužbami z drugimi pogostimi patogeni kot so Cryptosporidium, Listeria, 
Salmonella, Shigella, Shiga-toksigena Escherichia coli O157 in Yersinia, ki so v istem 
obdobju upadle (Incidence..., 2013). V Kanadi je stanje podobno (Keegan in sod., 2009; 
Inglis in sod., 2011; Arsenault in sod., 2012). Na podlagi poročil in raziskav je vrsta C. 
jejuni najpogostejši povzročitelj bolezni tudi v večini držav Srednje in Južne Amerike 
(Larrosa-Haro in sod., 2010; Benoit in sod., 2014; Heriberto, 2016, cit. po Kaakoush in 
sod., 2015), pa tudi na Kitajskem in v Indiji predstavljajo okužbe z bakterijami C. jejuni 
velik del vseh okužb prebavil (Huang in sod., 2009; Chen in sod., cit. po Kaakoush in 
sod., 2015; 2011; Ajjampur in sod., 2012; Mukherjee in sod., 2013). Na Srednjem 
vzhodu se pojavnost okuževanja s C. jejuni z leti celo povečuje (Weinberger in sod., 
2013). 
 
V Evropski Uniji je po zadnjih ocenah po članicah EU pojavnost okužb s 
Campylobacter med 29,9 (Finska in Švedska) in 13.500 (Bolgarija) na 100.000 
prebivalcev. Leta 2009 je bilo tako celokupno 9,2 milijona primerov kampilobakterioze 
napram 6,2 milijona primerov salmoneloze (Havelaar in sod., 2013). Na podlagi več 
raziskav se tudi v državah Evrope število primerov kampilobakterioze s časom ne niža v 
primerjavi s primeri okužb bakterij iz rodov Salmonella, Shigella, Yersinia in Listeria. 
V Nemčiji je bilo tako število primerov kampilobakterioze v letu 2011 primerljivo 
številu primerov v letu 2001, medtem ko se je pojavnost salmoneloze zmanjšala (Stingl 
in sod., 2012). V Portugalski so pri analizah blata drisk odkrili bakterije iz rodu 
Campylobacter v 31,9 % primerov, med katerimi je C. jejuni predstavljala 13,7-odstotni 
delež (Ferreira in sod., 2014). Tudi v predelu južne Irske je bila prisotnost C. jejuni pri 
pacientih z gastroenteritisom velika in je predstavljala 66-odstotni delež vseh 
obravnavanih primerov okužb (Bullman in sod., 2011). 
 
2.1.3 Genetske in fiziološke lastnosti 
 
Bakterije C. jejuni izkazujejo veliko genetsko, fenotipsko in virulentno raznolikost med 
različnimi sevi, prihaja pa celo do znatnih razlik med bakterijami istega seva (van 
Putten in sod., 2009). Tako imajo bakterije C. jejuni delno neklonsko strukturo 
populacij, kjer ostajajo določeni kloni stabilni, pri drugih pa prihaja že med rastjo 
kolonij do genetske nestabilnosti (Frirdich in sod., 2017). Do te raznolikosti prihaja 
zaradi naravnih sposobnosti C. jejuni, da privzemajo zunanjo, tujo DNA, zaradi 
pogostih intragenomskih rekombinacij in na račun mehanizma fazne variabilnosti 
(Parkhill in sod., 2000; Wassenaar, 2002). Predvidevamo, da genetska raznolikost 
znotraj posameznih sevov, povzroča dovolj veliko fenotipsko variabilnost, ki veča 
sposobnost posameznih hčerinskih bakterij, da preživijo različne okoljske stresne 
dejavnike, ki nastajajo pri prenosih bakterij med gostitelji različnih vrst. Tako lahko 
kloni, ki preživijo prenos, naselijo novega gostitelja in omogočajo preživetje kolonije 
(Frirdich in sod., 2017). Genomska nestabilnost bakterij C. jejuni verjetno služi kot 
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metoda za hitro prilagajanje različnim okoljskim razmeram in predstavlja alternativo 
bolj konvencionalnim genetskim mehanizmom, pri katerih je prilagajanje okolju 
regulirano s spreminjanjem izražanja genov glede na zaznavanje razmer v okolju 
(Frirdich in sod., 2017). Hkrati pa te značilnosti omogočajo C. jejuni učinkovito in hitro 
prilagajanje različnim antibiotikom tudi pri odsotnosti drugih selekcijskih pritiskov 
(Boer in sod., 2002; Wilson, 2003; Avrain in sod., 2004). 
 
S sekvenciranjem celotnih genomov C. jejuni so odkrili, da genom vsebuje 
hipervariabilne regije, ki vsebujejo skupke hipervariabilnih genov, ki so povezani z 
biosintezo lipooligosaharidov (LOS) in kapsule ter z modifikacijo bičkov. 
Hipervariabilne regije C. jejuni vsebujejo tudi gene za DNA restrikcijske in 
modifikacijske sisteme (Parkhill in sod., 2000). Geni v teh regijah vsebujejo 
homopolimerne odseke, za katere je značilno, da vsebujejo kratke sekvence 
ponavljajočih se nukleotidov (Parkhill in sod., 2000). Pri podvojevanju DNA pri teh 
regijah zato pogosto prihaja do zdrsa polimeraze in izpuščanja določenega števila 
komplementarnih nukleotidov (ang. slipped strand mispairing (SSM)), kar povzroči 
nastanek insercij ali delecij, ki spremenijo obliko bralnega okvirja, zaradi česar prihaja 
do on/off preklapljanja izražanja genov z višjo stopnjo, kot pri spontanih mutacijah 
(Frirdich in sod., 2017). Te mutacije so dedne in ponavadi reverzibilne. Do SSM lahko 
prihaja tudi v promotorskih regijah, kar vpliva na aktivnost promotorjev in na nivo 
izražanja proteinov. SSM je posledica mehanizma fazne variabilnosti, ki vpliva na nivo 
heterogenosti bakterijske populacije, ki je pri C. jejuni prisotna v veliki meri (Bayliss in 
sod., 2012). Poleg tega C. jejuni prav tako nima funkcionalnega mehanizma za 
popravljanje neujemajočih DNA baznih parov (ang. DNA mismatch repair (MMR)), ki 
popravlja SSM napake, ki nastajajo pri podvojevanju DNA, kar prispeva k še višji 
stopnji mutacij C. jejuni in fazni variabilnosti (Parkhill in sod., 2000; Gaasbeek in sod., 
2009). Še en dodatni faktor, ki vpliva na heterogenost in stopnjo mutacij pri C. jejuni, je 
gen Campylobacter mfd (ang. mutation frequency decline), ki kodira protein Mfd (znan 
tudi kot TRCF (ang. transcription repair coupling factor)) (Han in sod., 2008), ki 
sodeluje pri odstranjevanju zataknjene RNA polimeraze pri prepisovanju DNA. Odkrili 
so, da je gen mfd pri E. coli povezan s fenotipom z zmanjšano frekvenco mutacij (ang. 
»mutation frequency decline«), katerega značilnost je preprečevanje nastajanja mutacij s 
pospeševanjem popravljanja lezij DNA, ki ustavljajo polimerazo med prepisovanjem 
(Savery, 2007; Ganesan in sod., 2012). V nasprotju s tem pa gen mfd pri C. jejuni 




Na podlagi več študij se je izkazala pomembnost adhezivnosti bakterije C. jejuni in 
njenih adhezinov, molekul, ki sodelujejo pri adheziji bakterij na gostiteljsko celico, pri 
procesu naseljevanja gostiteljskega tkiva (Dasti in sod., 2010; Ó Cróinín in Backert, 
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2012; Backert in Hofreuter, 2013). Pri raziskavah interakcij med C. jejuni in različnimi 
celičnimi linijami so poročali, da sta liniji epitela človeškega črevesja (INT407) in 
debelega črevesja človeka (CaCo-2) dobra modela, ker dobro oponašata razmere in 
vivo, v katerih živi C. jejuni (Konkel in sod., 2001; Dasti in sod., 2010). Odkritih je bilo 
več domnevnih molekul, ki sodelujejo pri procesu pripenjanja C. jejuni na gostiteljske 
celice. Gena cadF (Konkel in sod., 1997; Monteville, 2003) in flpA (Flanagan in sod., 
2009) nosita zapis za sintezo adhezinov CadF (ang. »Campylobacter adhesion to 
fibronectin«) in FlpA (ang. »fibronectin like protein A«), ki sodelujeta pri pripenjanju 
bakterij na zunajcelični matriks (fibronektin) črevesnih celic, gen capA kodira 
avtotransportni protein (adhezin) CapA (ang. »Campylobacter protein A«) (Ashgar in 
sod., 2007), ki tudi sodeluje pri pripenjanju bakterij na celice. Pomembno vlogo ima 
tudi proteaza HtrA (Brøndsted in sod., 2005; Bæk in sod., 2011; Hoy in sod., 2012), ki 




Ključni korak pri okužbi s C. jejuni pri ljudeh je vdor (invazivnost) bakterij v celice 
črevesnega epitela, kar se ne zgodi pri okužbi perutnine, kjer je odnos komenzalen. Kot 
pri adhezivnosti tudi pri invazivnosti določeni virulentni dejavniki, invazini, prispevajo 
k večji sposobnosti bakterij C. jejuni, da vdirajo v celice (Ó Cróinín in Backert, 2012). 
Mnoge raziskave so pokazale, da ima tudi biček funkcijo izločanja bakterijskih 
proteinov. Več z bičkom nepovezanih proteinov je odvisnih od pravilne oblike bička pri 
njihovem prenosu v zunajcelično okolje ali translokacijo v znotrajcelično okolje pri 
gojenju in vitro (Scanlan in sod., 2017). Med te invazine spadajo proteini Cia (ang. 
Campylobacter invasion antigen): CiaB, CiaC, CiaD, CiaI, FlaC in FspA (Konkel in 
sod., 1999, 2004; Song in sod., 2004; Poly in sod., 2007; Christensen in sod., 2009; 
Buelow in sod., 2011; Samuelson in sod., 2013). Predvideva se, da je izločanje teh 
proteinov preko bička potencialni mehanizem, ki ga bakterije uporabljajo za injiciranje 
efektorskih proteinov, ki pomagajo pri bakterijski invazivnosti v celice trajnih celičnih 
linij v razmerah in vitro (Scanlan in sod., 2017). 
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Slika 2: Invazivnost bakterije C. jejuni v celice epitela črevesja. Slika emisijskega vrstičnega 
elektronskega mikroskopa. Rdeče puščice: bakterije C. jejuni; modre puščice: gubanje celičnih membran 




Bakteriofagi so virusi bakterij in so obligatni znotrajcelični paraziti – razmnožujejo se 
lahko le prek okuževanja bakterij. Sestavljeni so iz proteinov, ki zaobjemajo DNA ali 
RNA genom in imajo lahko enostavno ali zapleteno strukturo; nekateri virusi imajo 
lahko tudi virusno ovojnico, sestavljeno iz lipidov. Njihovi genomi lahko vsebujejo od 
le štirih genov (Fiers in sod., 1976; Friedman in sod., 2009) do več sto genov. Znotraj 
bakterij se razmnožujejo po sprostitvi genoma v citoplazmo gostiteljske bakterije. Na 
zgornjem delu bakteriofaga je proteinska glava (kapsida), ki nosi bakteriofagni genom, 
ki je lahko v obliki ssRNA, dsRNA, ssDNA ali dsDNA. Glavo lahko obdaja zunanja 
ovojnica, na kateri so pritrjene glikoproteniske strukture. Glava je pritrjena na vrat, ki se 
nadaljuje v cevast rep. Na koncu repa je bazalna plošča, iz katere navzven segajo noge 
bakteriofaga (nitke) (Science Learning Hub, 2017; MCAT, 2017). 
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Slika 3: Zgradba bakteriofaga (MCAT, 2017). 
 
Bakteriofagi se prek nitk, ki so na zaključku repa, specifično vežejo na receptorje na 
površini bakterij. Mednje spadajo lipopolisaharidi, proteini in teihojska kislina, lahko pa 
se vežejo tudi na bakterijske bičke. Prvi korak vezave bakteriofagov na gostitelja je 
adsorpcija, ki je z difuzijo omejen proces. Proteini, izraženi na bakteriofagih, morajo po 
naključju trčiti z receptorji na bakterijskih površinah. V tej fazi se lahko bakteriofagi 
prosto ločijo od gostiteljskih celic. Po adsorpciji na bakterijo je potrebna dodatna 
energija, da lahko bakteriofagni dedni zapis vstopi v citoplazmo gostiteljske celice, pri 
čemer glava bakteriofaga ostane zunaj (Gabashvili in sod., 1997; Moldovan in sod., 
2007). Na podlagi raziskav adsorpcije bakteriofagov so odkrili, da se je vsakič vezalo 
med 90 in 99 % bakteriofagov, vendar so bile vedno prisotne tudi frakcije 
bakteriofagov, ki se niso vezale niti ob dodatku svežega gostitelja. Opazili so tudi, da se 
je po določenem času del bakteriofagov ločil od gostitelja. 
 
Ko se bakteriofagi uspešno vežejo na gostitelja in vanj sprostijo genom, sledi njihovo 
pomnoževanje. Bakteriofagi imajo lahko litični ali lizogeni cikel pomnoževanja. Litični 
bakteriofagi, med katere spada tudi PC5, so tisti, pri katerih pride ob okužbi gostitelja 
do takojšnje produkcije novih bakteriofagov, čemur sledi liza celice in sprostitev 
bakteriofagov v okolje. Lizogeni/tempirani bakteriofagi pa lahko vstopajo ali v litični 
cikel ali pa v lizogeni cikel, pri katerem pride do začasno stabilnega razmerja z 
gostiteljem. Tu se bakteriofagni genom podvojuje v plazmidu podobni obliki prosto v 
bakterijski citoplazmi ali pa v obliki profaga, kjer vstopi v gostiteljski genom in se 
10 
Dobravc Č. Vpliv bakteriofagov na adhezivnost in invazivnost bakterije Campylobacter jejuni. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
podvojuje z njim vred. Pod določenimi stresnimi razmerami se sproži litični cikel, preko 
katerega pride do lize gostitelja in sproščanja novih bakteriofagov (Salmond in Fineran, 
2015). Shematski prikaz obeh ciklov in njunih ključnih korakov je prikazan na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz lizogenega in litičnega cikla bakteriofagov (Salmond in Fineran, 2015). 
 
2.2.1 Lastnosti bakteriofaga PC5 
 
Bakteriofagi, specifični za Campylobacter, so bili izolirani iz odplak klavnic, prašičjih 
in piščančjih iztrebkov in mesa (Grajewski in sod., 1985; Salama in sod., 1989; 
Atterbury in sod., 2003a). Spadajo v družini Myoviridae in Siphoviridae (Ackermann, 
2007). Glede na morfološke razlike in razlike v velikostih genoma jih delimo v tri 
skupine (I, II, III) (Sails in sod., 1998; Ackermann, 2007). Bakteriofagi stopajo v 
interakcijo z bakterijami prek kapsule ali bička (Coward in sod., 2006).  
 
Bakteriofag PC5 ima približno 100 nm veliko glavo, 90 nm dolg rep, okoli 150 kb velik 
genom (94 % predstavljajo kodirajoče sekvence) in spada v bakteriofagno skupino III 
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ter družino Myoviridae. Izoliran je bil iz kurjih iztrebkov v Sloveniji leta 2011 (Janež in 
sod., 2014).  
 
 
Slika 4: Slika transmisijskega elektronskega mikroskopa bakteriofagov. (A) morfologija bakteriofaga 
PC5, (B) adsorbiran bakteriofag PC5 na bakterijo C. jejuni (Janež in sod., 2014). 
 
Na podlagi raziskav se kaže, da so se bakteriofagi sposobni tudi koevolucijsko 
prilagajati z njihovimi tarčnimi bakterijami in s tem preživeti v naravi. Pri poskusih z 
različnimi mutanti C. jejuni in njihovimi interakcijami z bakteriofagi PC5 pa se je 
izkazalo, da je bakterijska kapsula nujno potrebna za okužbo in razmnoževanje teh 
bakteriofagov (Janež in sod., 2014). 
 
2.2.2 Uporaba bakteriofagov proti C. jejuni 
 
Sposobnost C. jejuni, da se hitro prilagaja na drugačna okolja in stresne dejavnike, je 
pripomogla, da zaradi pretirane rabe antibiotikov, postaja nanje vedno bolj odporna. 
Zato postajajo bakteriofagi kot alternativa vedno bolj zanimivo in raziskovano področje. 
Bakteriofage bi se lahko uporabljalo preventivno (obdelava mesa in živalskih produktov 
in tretiranje živali tekom reje) ali kurativno (zdravljenje že okuženih živali in 
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2.2.2.1 Preventivno in kurativno tretiranje rejne perutnine 
 
Ker je bakterija C. jejuni komenzalna in naravno prisotna v prebavnem traktu piščancev, 
kokoši in puranov, jo je težko kontrolirati in še težje preprečiti njeno kolonizacijo v 
jatah, kjer so živali marsikdaj v tesnih prostorih in stalnem stiku; bakterija je naravno 
prisotna tudi pri govedu, prašičih, domačih živalih, glodavcih, divjih ptičih itd. Na temo 
kontroliranja bakterije v jatah je bilo opravljenih več študij. 
 
Bakteriofage so piščancem dovajali peroralno z namenom preprečevanja širjenja 
C. jejuni po celotni jati. Uporabili so različne kombinacije dveh bakteriofagov na 25 dni 
starih piščancih, ki so jih eksperimentalno okužili z različnimi sevi C. jejuni. Rezultati 
so pokazali za 1 log nižjo vsebnost bakterij v iztrebkih piščancev, katerim so dovajali 
bakteriofage, glede na kontrolno skupino (Loc Carrillo in sod., 2005). 
 
Podobno raziskavo so opravili tudi Wagenaar in sod. (2005), kjer so piščancem 
peroralno dovajali posamezne bakteriofage in tudi več kombinacij različnih 
bakteriofagov. Rezultati tretiranja s posameznimi bakteriofagi so pokazali zakasnitev 
kolonizacije in za 2 log nižjo začetno koncentracijo bakterij, vendar je bil nivo C. jejuni 
po tednu dni primerljiv kontrolni skupini, ki niso prejemale bakteriofagov. Medtem ko 
so rezultati tretiranja z različnimi kombinacijami več bakteriofagov pokazali za 3 log 
znižanje koncentracije bakterij, ki se je stabilizirala po 5 dneh za 1 log nižjem nivoju kot 
pri kontrolni skupini. 
 
V splošnem so raziskave pokazale znatno znižanje (1 log do 3 log) prisotnosti bakterij v 
iztrebkih piščancev pri tretiranju s kombinacijami več različnih bakteriofagov, kar je 
potrdilo določeno stopnjo bakteriocidnosti tretmaja z bakteriofagi (Wagenaar in sod., 
2005; Loc Carrillo in sod., 2005; Janež in Loc-Carrillo, 2013; Endersen in sod., 2014). 
 
2.2.2.2 Preventivno tretiranje živil 
 
Nekaj raziskav je bilo opravljenih tudi na primeru uporabe bakteriofagov pri 
procesiranju mesa in obdelavi živil. Pri dveh raziskavah so preučevali s C. jejuni 
okuženo kurjo kožo (Goode in sod., 2003; Atterbury in sod., 2003b). Pri obeh 
raziskavah so poročali o zmernem znižanju koncentracij bakterij na površini kurje kože, 
vendar uporaba bakteriofagov kot edina metoda preprečevanja okužb ni zadovoljiva in 
so potrebne nadaljnje raziskave. Druga raziskava je proučevala učinek različnih titrov 
bakteriofagov na različne koncentracije bakterij pri surovem in kuhanem govejem mesu 
(Bigwood in sod., 2008). Pri nižjih koncentracijah bakterij so bile razlike med kontrolo 
in vzorci s bakteriofagi majhne in niso bile statistično značilne, pri visokih 
koncentracijah bakterij pa so izmerili večje razlike med kontrolo in vzorci, ki pa vseeno 
niso bile zadovoljive. Tudi tukaj so poročali, da so potrebne nadaljnje raziskave.  
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2.2.2.3 Zdravljenje ljudi – bakteriofagna terapija 
 
Bakteriofage so načrtno prvič uporabili v terapevtske namene že leta 1919, ko so bili še 
novo odkritje (Haq in sod., 2012), čeprav so z njimi zdravili že leta 1896, ko je Ernest 
Hanklin poročal o protimikrobnem učinku proti bakterijski vrsti Vibrio cholera, 
povzročiteljici kolere, ki je v tistih časih predstavljala eno izmed najbolj smrtonosnih 
bolezni človeštva (Hermoso in sod., 2007). Leta 1915 je Frederick Twort predpostavil, 
da bi lahko bil opisani protikrobni učinek terapije posledica virusov (bakteriofagov), 
vendar ni nadaljeval z raziskavami. Nato je leta 1917 bakteriofage odkril Félix d'Herelle 
(Hermoso in sod., 2007). Leta 1925 je poročal celo o zdravljenju kuge z bakteriofagi, 
kar je povečalo svetovno zanimanje za bakteriofagne terapije. Okoli leta 1940 je v 
zahodnih državah zanimanje za bakteriofage zamrlo zaradi odkritja antibiotikov, 
medtem ko je v državah bivše Sovjetske Zveze bakteriofagna terapija (in raziskave) 
ostala v praksi, zato je inštitut Eliava v Gruziji danes svetovno znan kot pionir v 
raziskavah in aplikacijah bakteriofagov (Kutter in Sulakvelidze, 2005). 
 
Kljub več desetletni klinični rabi bakteriofagov v vzhodni Evropi (Kutter in sod., 2010; 
Abedon in sod., 2011), je moderna bakteriofagna terapija v ZDA in Evropi naletela na 
mnogo preprek. V prvih nekaj desetletjih po odkritju je bilo razumevanje bakteriofagne 
biologije in delovanja bakteriofagov zelo omejeno. Poleg tega so kasneje ugotovili, da 
so bili rezultati raziskav med seboj neskladni (Eaton in Bayne-Jones, 1934), v istem 
obdobju so pa odkrili izjemno učinkovite antibiotike. Zato imajo trenutno bakteriofagi 
slabo izhodišče zaradi nekredibilnosti raziskav iz preteklosti, nepoznanosti med pacienti 
in zdravniki, hkrati so pa trenutni pravni okviri, ki sicer v mnogih pogledih omogočajo 
razvoj bakteriofagnih terapij, zelo zahtevni in so zato raziskave drage in zapletene 
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Prednosti bakteriofagov: 
 Visoka specifičnost do tarčnih bakterij, kar zmanjša povzročanje škode naravno 
prisotnim koristnim bakterijam v gostitelju (Drulis-Kawa in sod., 2012; Nobrega 
in sod., 2015). 
 Širjenje bakteriofagov je omejeno glede na tarčne bakterije; razmnožujejo se le 
na mestu bakterijske okužbe, so samo-omejujoči in samo-dozirajoči in ne 
obstanejo, ko bakterijske gostiteljice niso več prisotne (Nobrega in sod., 2015). 
 Nižja verjetnost povzročanja bakterijske odpornosti; sami po sebi ne povzročajo 
odpornosti proti antibiotikom (Carlton, 1999; Örmälä in Jalasvuori, 2013), 
zaradi česar so dobro orodje za zatiranje bakterij, ki so odporne proti širokemu 
spektru antibiotikov (Loc-Carrillo in Abedon, 2011). 
 Po identifikaciji je njihova produkcija v primerjavi z antibiotiki hitrejša, cenejša; 
ponujajo večjo raznolikost aplikacij in uporabe (Loc-Carrillo in Abedon, 2011; 
Chan in sod., 2013). 
 
Slabosti bakteriofagov: 
 Bakterije se proti njim lahko branijo z mehanizmom CRISPR (Hyman in 
Abedon, 2010; Labrie in sod., 2010). 
 Če vsebujejo gene za odpornost proti antibiotikom ali druge virulentne 
bakterijske faktorje, jih lahko prenesejo na bakterijsko populacijo s transdukcijo 
(Gill in Hyman, 2010; Kutter in sod., 2010). 
 Človeški imunski sistem jih lahko zazna kot tujke in jih odstrani iz telesa, kar 
lahko niža njihovo efektivno koncentracijo (Goodridge, 2010). 
 Visoka specifičnost hkrati zahteva točno identifikacijo specifičnih tarčnih 
patogenih bakterij in identifikacijo bakteriofagov, ki bodo nanje učinkovali, kar 
lahko podaljša čas proučevanja (Drulis-Kawa in sod., 2012; Nobrega in sod., 
2015). 
 
2.3 CELICE CaCo-2 
 
CaCo-2 je stalna heterogena celična linija rakavih človeških celic epitela debelega 
črevesja. Razvil jih je dr. Jorgen Fogh na inštitutu za raziskave raka Sloan-Kettering 
(1250 First Avenue New York, ZDA). Čeprav izhajajo iz tkiva debelega črevesja, je pod 
določenimi razmerami njihova morfologija in funkcionalnost bolj podobna enterocitom 
iz tankega črevesja. Med njimi so tesni stiki, celice izražajo mikrovile, številne encime 
in prenašalce, ki so značilni za enterocite (peptidaze, esteraze, P-glikoprotein, 
absorpcijske transporterje za aminokisline, žolčne kisline, karboksilne kisline itd.) in 
času, potrebnem za diferenciacijo (Szymanski in sod., 1995). Ob nasaditvi na rastno 
površino se razrastejo do 100 % konfluence (delež pokritosti rastne površine) in tvorijo 
monosloj, ki se začne diferencirati v polariziran monosloj, ki nudi fizično in biokemično 
prepreko ionom in molekulam (Hidalgo in sod., 1989; Artursson, 1990).  
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Zaradi teh lastnosti in dobre razpoložljivosti celične linije CaCo-2 ter na podlagi 
številnih predhodnih raziskav na temo okuževanja celic CaCo-2 s strani bakterij 
C. jejuni (Everest in sod., 1992; Konkel in sod., 1992; Grant in sod., 1993; Harvey in 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 BAKTERIJSKI SEV Campylobacter jejuni LBA65 
 
Bakterijski sev Campylobacter jejuni LBA65 smo dobili zamrznjen iz zbirke 
mikroorganizmov Laboratorija za bioanalitiko v COBIK-u (Tovarniška 26, 5270 
Ajdovščina). 
 
3.1.1 Rastna gojišča za C. jejuni 
 
3.1.1.1 Columbia krvno gojišče 
 
Trdno gojišče Columbia smo dobili vnaprej pripravljeno, razlito v petrijevke in 
sterilizirano (15 min, 121 °C, 1,2 bara) iz COBIK-a. Columbia krvni agar se uporablja 
za revitalizacijo globoko zamrznjenih bakterijskih kultur. Vsebuje 19,5 g 
predpripravljenega gojišča Columbia (Oxoid: CM271), 6 g agarja na 500 mL 
deionizirane vode ter po sterilizaciji dodane 25 mL sterilne defibrilirane konjske krvi, 
dodatka za rast (Campylobacter growth supplement; Oxoid: SR23E) in dodatka za 
selektivnost (Campylobacter selective supplement; Oxoid: SR069). Hranili smo ga v 
hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.1.2 Gojišče Abeyta-Hunt-Bark (AHB) 
 
Trdno gojišče Abeyta-Hunt-Bark smo pripravili tako, da smo v 500 mL deionizirane 
vode odtehtali 18,5 g možgansko-krvnega bujona (Oxoid: CM1135), 1 g kvasnega 
ekstrakta, 6 g agarja in suspenzijo sterilizirali v avtoklavu (15 min, 121 °C, 1,2 bara). Po 
sterilizaciji smo gojišče ohladili na približno 55 °C in mu dodali dodatek za rast in 5 mL 
1 % raztopine trifenil tetrazolijevega klorida (TTC). Gojišče smo v brezprašni komori 
razlili v petrijevke, počakali, da se je strdilo in jih shranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.1.1.3 Gojišče Mueller-Hinton (MHB) 
 
Tekoče gojišče Mueller-Hinton smo pripravili tako, da smo v 100 mL erlenmajerice 
zatehtali 1,05 g predpripravljenega MHB (Oxoid: CM0405) gojišča in dodali 50 mL 
deionizirane vode. Erlenmajerice smo nato zamašili s filtrom iz papirja in ovili z 
aluminijasto folijo. Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu (15 min, 121 °C, 1,2 bara). 
 
3.1.2 Odtajanje in revitalizacija bakterij 
 
Iz zamrzovalne skrinje (−80 °C) smo vzeli kriovialo z bakterijami C. jejuni in jo pustili 
na sobni temperaturi približno 2 minuti, da se je vsebina odtalila. Kriovialo smo 
sterilizirali s 70 % alkoholom in vsebino v brezprašni komori s sterilno cepilno zanko 
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prenesli na dve petrijevki s trdnim gojiščem Columbia. Bakterijsko suspenzijo smo 
razmazali po celotni površini gojišča. Nacepljeni petrijevki smo nato postavili v 
nepredušno posodo z generatorjem mikroaerofilnega okolja (5-10 % kisika, 5-10 % 
CO2). Posodo smo postavili v bakterijski inkubator za 24 ur pri 42 °C. 
 
3.1.3 Priprava eksponentne bakterijske kulture 
 
Pri glavnem poskusu smo želeli imeti bakterije C. jejuni v eksponentni fazi, zato jih je 
bilo potrebno po revitalizaciji prenesti v tekoče gojišče MHB. Iz inkubatorja smo vzeli 
posodo s petrijevkami, na katerih so bile preraščene bakterije, jo s 70 % alkoholom 
sterilizirali, odprli in s prostim očesom pregledali, če slučajno ni prišlo do okužb. V 
brezprašni komori smo s pomočjo cepilne zanke postrgali bakterijski film iz petrijevk in 
ga resuspendirali v erlenmajerici s tekočim gojiščem MHB. Iz erlenmajerice smo vzeli 
vzorec in ga po 50 µL nanesli v štiri luknjice na mikrotitrski plošči. Poleg smo v dve 
luknjici dodali tudi samo gojišče MHB za kontrolo. Izmerili smo absorbanco (valovna 
dolžina) in če je bila razlika v absorbanci med samim gojiščem in gojiščem z 
bakterijami dovolj velika, so se bakterije tekom noči na trdnih Columbia gojiščih 
namnožile do zadostne koncentracije. Erlenmajerico smo pokrili s papirnatim filtrom in 
aluminijasto folijo ter jo zaprli v nepredušno posodo z generatorjem mikroaerofilnega 
okolja (5-10 % kisika, 5-10 % CO2) in postavili v bakterijski inkubator za približno 20 
ur pri 42 °C. Po pretečenem času smo suspenzijo z bakterijami ponovno vzorčili (50 µL 
na luknjico) in ponovno izmerili absorbanco. Če je bil rezultat merjenja večji za 0,01-
0,05 od prejšnjega merjenja, so bakterije preko noči prešle v eksponentno fazo in pravo 
koncentracijo in so bile pripravljene za glavni poskus. 
 
3.1.4 Metoda štetja bakterijskih kolonij 
 
Koncentracijo bakterij smo določali z metodo štetja kolonij (ang. colony forming unit, 
CFU) bakterij C. jejuni na petrijevkah s trdnim gojiščem AHB. Preiskovane vzorce smo 
razredčili po Kochu s tekočim gojiščem MHB. V brezprašni komori smo na vsak predel 
petrijevke z agarjem nanesli po tri 10 µL-ske kapljice vsake redčitve in počakali, da so 
se kapljice posušile. Petrijevke smo pokrili, jih postavili v nepredušne posode z 
generatorjem mikroaerofilnega okolja (5-10 % kisika, 5-10 % CO2) in jih postavili v 
bakterijski inkubator pri 42 °C. Po dveh dneh smo na petrijevkah prešteli kolonije, ki so 
bile v obliki obarvanih pik. Pri štetju smo upoštevali »pravilo števnosti« - števni so bili 
vzorci samo med 3 in 30 CFU na posamezno kapljico. Koncentracije (C) bakterij smo 
izračunali po enačbi (1): 
 
𝐶 = 𝑁 × 𝑅 × 100 ... (1) 
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V zgornji enačbi predstavlja C koncentracijo bakterij, N povprečje števil CFU treh 
kapljic vsake redčitve, R predstavlja redčitveni faktor, množenje s 100 je zaradi 
nanašanja 10 µL kapljic, ker smo želeli imeti rezultate podane z enoto CFU/mL. 
 
3.2 BAKTERIOFAGI PC5 
 
Založno raztopino bakteriofagov PC5 smo dobili iz zbirke mikroorganizmov 
Laboratorija za bioanalitiko v COBIK-u. 
 
3.2.1 Rastna gojišča za namnoževanje in kvantifikacijo bakteriofaga PC5 
 
3.2.1.1 Gojišče za kvantifikacijo in namnoževanje bakteriofagov CMHB 
 
Trdno gojišče CMHB je narejeno po istem postopku kot gojišče MHB (poglavje 
3.4.1.3), s tem da smo mu dodali 5 µL 2 M MgSO4 na mL založne raztopine in 1 µL 1 
M CaCl na mL založne raztopine. 
 
3.2.1.2 NZCYM osnovni agar 
 
Novozelandski kazamino kvasni (NZCYM) osnovni agar smo pripravili tako, da smo 11 
g bujona NZYCM (Sigma Aldrich: N3643) in 6 g agarja (Sigma Aldrich: A5054) (1,2 
% w/v vsebnost agarja) raztopili v 500 mL deionizirane vode in sterilizirali v avtoklavu 
(15 min, 121 °C, 1,2 bara). Gojišče smo v brezprašni komori razlili v petrijevke, 
počakali, da se je strdilo in jih shranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
3.2.1.3 NZCYM mehki agar 
 
Mehki agar NZCYM smo pripravili tako, da smo 11 g bujona NZCYM (Sigma Aldrich: 
N3643) in 3,5 g agarja (Sigma Aldrich:A5054) (0,7 % w/v vsebnost agarja) raztopili v 
500 mL deionizirane vode in sterilizirali v avtoklavu (15 min, 121 °C, 1,2 bara). Gojišče 
smo brezprašni komori s serološko pipeto razdelili po 3 mL v 15 mL centrifugirke in ga 
shranili v vodni kopeli pri 60 °C. 
 
3.2.2 Metoda štetja bakteriofagov 
 
Z metodo štetja plakov (ang. plaque assay) določamo titer bakteriofagov (PFU/mL) 
(ang. plaque forming unit, PFU). Plaki so posledica lize bakterij, ki so jih okužili 
bakteriofagi. Uporabili smo prirejen protokol po Adamsu (Adams, 1959). Pripravili smo 
redčitve bakteriofagov po Kochu v SM pufru in jih odpipetirali po 100 µL v 
mikrocentrifugirke. Vsaki redčitvi smo dodali tudi 100 µL C. jejuni bakterijske kulture 
in vsebino zmešali z vrtinčnikom. Vzorce smo aerobno inkubirali pri 42 °C. Po 15-ih 
minutah smo vzorce odpipetirali v 3 mL mehkega NZCYM agarja, jih premešali na 
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vrtinčniku in vsebino zlili na petrijevke s trdnim NZYCM agarja ter počakali, da se v 
brezprašni komori agar strdi. Petrijevke smo postavili v nepredušne posode z generatorji 
mikroaerofilnega okolja in vse skupaj postavili v bakterijski inkubator pri 42 °C. Po 24 
urah smo prešteli PFU na petrijevkah in izračunali titer bakteriofagov (PFU/mL) po 
enačbi (2): 
 
𝐶 = 𝑁 × 𝑅 × 10 ... (2) 
 
V zgornji enačbi predstavlja C koncentracijo oz. titer bakteriofagov, N število preštetih 
PFU pri vsaki redčitvi, R predstavlja redčitveni faktor, množenje z 10 je zaradi 
nanašanja 100 µL vzorcev na petrijevke, ker smo želeli imeti rezultate podane z enoto 
PFU/mL. 
 
3.2.3 Vezni testi bakteriofagov PC5 
 
Z veznimi testi smo testirali, kakšno število oz. delež bakteriofagov se tekom 
centrifugiranja pri pripravi bakterij na glavni poskus veže na bakterije. S ponavljanjem 
centrifugiranja smo hkrati z bakterij tudi spirali reverzibilno vezane bakteriofage, tako 
da je na bakterijah ostal čim večji delež ireverzibilno vezanih bakteriofagov. Zaradi 
narave adsorpcije bakteriofagov lahko tako z merjenjem padca titra bakteriofagov v 
supernatantih centrifugiranih vzorcev določimo število oz. delež vezanih bakteriofagov. 
 
3.2.3.1 Adsorpcija bakteriofagov PC5 na bakterijo C. jejuni LBA65 
 
Iz založnih suspenzij bakterij in bakteriofagov smo v dveh centrifugirkah pripravili 
suspenzijo z mešanico bakterij in bakteriofagov pri razmerju 1:1 s koncentracijo MOI 
1000 (ang. multiplicity of infection) glede na koncentracijo celic CaCo-2 (1×10
5
 
celic/mL) in kontrolno suspenzijo bakteriofagov brez bakterij pri istem MOI. Število 
MOI predstavlja razmerje med infekcijskim agensom (bakterije, bakteriofagi, virusi) 
glede na infekcijsko tarčo (bakterija, celica). Centrifugirki smo 20 sekund mešali z 
vrtinčnikom in inkubirali z nezatesnjenim pokrovčkom v celičnem inkubatorju (30 min, 
37 °C, 5 % CO2). Vzorčili smo po 20 sekundah in po 30 min. Vzorce smo 10-kratno 
redčili v pufru SM, jih 2 minuti centrifugirali pri 14 000 g in shranili supernatant v 
zamrzovalniku do izvedbe štetja plakov bakteriofagov. 
 
3.2.3.2 Spiranje bakteriofagov PC5 po adsorpciji na bakterije C. jejuni LBA65 
 
Po 30 minutni inkubaciji smo vsebino centrifugirk, opisanih v prejšnjem poglavju, 3-
krat centrifugirali 10 min pri 9000 g. Po vsakem centrifugiranju smo vzorce 
supernatanta z mešanico bakterij in bakteriofagov shranili v zamrzovalniku do izvedbe 
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štetja plakov bakteriofagov. Usedlino obeh centrifugirk smo resuspendirali v enak 
volumen, kot je bil pred vsakim centrifugiranjem.  
 
3.3 CELIČNA LINIJA CaCo-2 
 
Trajno celično linijo CaCo-2 smo dobili zamrznjeno iz genske banke Laboratorija za 
imunologijo in celične kulture na Oddelku za zootehniko Biotehniške fakultete (Groblje 
3, 1230 Domžale). 
 
3.3.1 Vzdrževanje celic CaCo-2 
 
Celice so bile shranjene v tekočem dušiku pri −196 °C. Iz kriogenske posode smo vzeli 
kriovialo s celicami in jo segreli v vodni kopeli (37 °C, ~2 min). Ko je bila vsebina 
odtaljena, smo kriovialo sterilizirali z alkoholom in pod aseptičnimi pogoji v brezprašni 
komori prenesli vsebino krioviale (1 mL) v mikrocentrifugirko z gojiščem DMEM 
(37 °C, 5 mL). Sledilo je centrifugiranje 10 min pri 900 obr/min. Po centrifugiranju smo 
odsesali supernatant in resuspendirali celice v 7 mL popolnega gojišča (DMEM, 
10 % FBS, 0,1 % gentamicin). Z mikroskopom smo preverili viabilnost celic, jih 
prenesli iz mikrocentrifugirke v gojitveno posodo in jih za en teden postavili v celični 
inkubator pri standardnih pogojih (37 °C in 5 % CO2). 
 
Ko so celice prerastle površino do 100 % konfluence, so se začele diferencirati, zato jih 
je bilo potrebno presaditi v nove gojitvene posode. S Pasteurjevo pipeto smo odsesali 
gojišče, sprali celice s 5 mL HBSS in ga odsesali. V posodo smo dodali 1 mL 0,25 % 
tripsina, ki pomaga pri odlepljanju celic z dna posode, in jih postavili nazaj v inkubator. 
Po približno treh minutah smo celice pregledali pod mikroskopom, da smo preverili, če 
se že začenjajo odlepljati. Ko se je večina celic odlepila, smo dodali 5 mL popolnega 
gojišča, s čimer smo ustavili delovanje tripsina. Prenesli smo jih v 15 mL centrifugirko 
in jih centrifugirali 10 min pri 900 obr/min. Odsesali smo supernatant in celice 
resuspendirali v popolnem gojišču. Za ponovljivost poskusov je treba nasaditi vedno 
enako število in koncentracijo celic, zato smo celice pri vsakem presajanju prešteli. 
Nasadili smo 5 mL celic s koncentracijo 1×10
5
 celic/mL v 20 mL-sko gojitveno posodo. 
Celice smo vzdrževali v celičnem inkubatorju pri standardnih pogojih. Naslednji dan 
smo odsesali gojišče, da smo odstranili vse odmrle celice, ki se niso uspele pritrditi na 
rastno površino in ga nadomestili z novim. Okoli petega dneva inkubacije smo odsesali 
staro gojišče in ga nadomestili s svežim. 
 
Za določanje števila celic oz. koncentracije celične suspenzije, smo celice šteli pod 
mikroskopom s števnimi ploščami Bürker-Turk. Iz suspenzije smo odpipetirali 100 µL 
vzorca, dodali 50 µL barvila Tripan modro in dobro premešali. 20 µL obarvanega 
vzorca smo odpipetirali na števno ploščo. Z mikroskopom smo prešteli celice v vsakem 
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od štirih kvadratov števne komore in izračunali povprečje. Koncentracijo celične 
suspenzije smo izračunali po enačbi (3): 
 
𝐶 = 𝑎 × 𝑅 × 104 ... (3) 
 
V zgornji enačbi predstavlja C koncentracijo celic, a povprečno število celic v kvadratu, 
R redčitveni faktor, z 10
4
 pa pomnožimo, da dobimo koncentracijo, izraženo s številom 
celic na mL. 
 
Glavni poskus smo opravljali na mikrotitrskih ploščah s 96 luknjicami (96-well). V 
vsako luknjico smo nasadili 2,5×10
4
 celic CaCo-2 v 250 µL popolnega gojišča in jih 
dali inkubirati v celični inkubator. Po 24 urah smo jim odsesali popolno gojišče in ga 
nadomestili z 200 µL gojišča brez gentamicina. Iz dveh luknjic smo s tripsiniziranjem 
celice odlepili in jih prešteli. Tako smo preverili število celic na luknjico in po potrebi 
prilagodili koncentracijo bakterij C. jejuni in bakteriofagov PC5 v poskusu, da smo 
uravnali določeno razmerje (MOI 1000, 100 in 10). Ploščo smo po menjavi gojišča 
vrnili v celični inkubator za 24 ur pri standardnih pogojih. 
 
3.3.2 Gojišče 721 
 
Ker smo pri glavnem poskusu uporabljali suspenzije, ki so hkrati vsebovale celice 
CaCo-2, bakterije C. jejuni in bakteriofage PC5, je bilo potrebno gojišče sestaviti tako, 
da so bili vsi trije udeleženci (celice CaCo-2, bakterije in bakteriofagi) v času poskusa 
živi in aktivni. Bakterije C. jejuni rabijo za rast in preživetje hranila iz gojišča MHB, 
zato smo predvidevali, da bo preživetje bakterij boljše, če popolnemu gojišču brez 
gentamicina dodamo tudi določen delež MHB. Učinek takega, sestavljenega gojišča, na 
celice CaCo-2 smo tudi preverili. Pri poskusu smo testirali 4 različne deleže MHB in 
kontrolno gojišče:  
 20 % = (20 % MHB, 70% DMEM, 10 % FBS), 
 40 % = (40 % MHB, 50% DMEM, 10 % FBS), 
 60 % = (60 % MHB, 30% DMEM, 10 % FBS), 
 80 % = (80 % MHB, 10% DMEM, 10 % FBS), 
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3.4 OSTALI REAGENTI IN OPREMA 
 
3.4.1 Triton X-100 
 
Pri poskusih je bilo za kvantifikacijo bakterij C. jejuni in bakteriofagov PC5 potrebno 
membrane celic CaCo-2 razbiti. Uporabljali neionsko površinsko aktivno snov, Triton 
X-100. Do koncentracije 0,2 % smo ga pripravili tako, da smo ga iz 100 % založne 
raztopine redčili s PBS. Za pripravo 100 mL 0,2 % raztopine Tritona X-100 smo v 
brezprašni komori v sterilno 200 mL stekleničko odpipetirali 100 mL PBS in 0,2 mL 
Tritona X-100. 
 
3.4.2 Solno magnezijev pufer (SM) 
 
Za pripravo bakteriofagnih redčitev po Kochu smo uporabljali Solno magnezijev (SM) 
pufer. Pripravili smo ga tako, da smo zatehtali 5,8 g NaCl (Merck: 1.06404.1000) in 1 g 
želatine (Sigma Aldrich: 48723), dodali 4 mL 2 M MgSO4 založne raztopine (Sigma 
Aldrich: M2643) in 50 mL 1 M Tris (Merck: 1.08382.1000) ter dopolnili do 1000 mL z 
deionizirano vodo. Pufer smo sterilizirali v avtoklavu (15 min, 121 °C, 1,2 bara). 
Ohlajen pufer smo v brezprašni komori razdelili po 50 mL v centrifugirke in shranili v 
hladilniku pri 4 °C. 
 
3.4.3 Oprema in material 
 
Splošni in potrošni laboratorijski material: 
 ročne pipete, 
 avtomatske pipete, 
 večkanalne pipete, 
 nastavki za pipete, 
 steklene Pasteurjeve pipete, 
 1,5 mL in 2 mL mikrocentrifugirke, 
 15 in 50 mL centrifugirke, 
 stojala za centrifugirke, 
 petrijevke s premerom 70 in 90 mm, 
 steklenice, 
 erlenmajerice, 
 mikrotitrske plošče s 96 luknjicami (»96-well«), 
 vrečke z generatorji mikroaerofilnega okolja, 
 nepredušne vrečke, 
 nepredušne posode, 
 krioviale, 
 števne plošče Bürker-Turk, 
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 plastične cepilne zanke, 
 alkohol za razkuževanje površin in rok, 
 papirnate brisače, 
 rokavice, 
 laboratorijska halja. 
 
Laboratorijska oprema: 
 brezprašna komora, 
 celični inkubator, 
 bakterijski inkubator, 
 centrifuge, 
 mikroskopi, 
 vodna kopel, 
 sesalnik za Pasteurjeve pipete, 
 vrtinčnik, 
 tehtnica, 
 pH meter, 
 magnetni mešalnik, 
 avtoklav, 
 zamrzovalnik (-80 °C), 
 hladilnik (4 °C), 
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3.5 TESTIRANJE VPLIVA BAKTERIOFAGOV PC5 NA ADHEZIVNOST IN 
INVAZIVNOST BAKTERIJ C. jejuni NA CELICE CaCo-2 
 
V preliminarnih poskusih smo ugotovili, katere spremenljivke in pogoji lahko vplivajo 
na končni rezultat. Zaradi obširnosti poskusa smo protokol sestavili tako, da se je 
celoten poskus lahko opravil v 5 delovnih dneh z začetkom v ponedeljek in koncem v 
petek. S tem smo optimizirali delo do take mere, da smo lahko poskus ponavljali vsak 
teden brez prekrivanja dela med različnimi ponovitvami poskusa. Vsi postopki in 
koraki so bili opravljeni v aseptičnih pogojih v brezprašni komori s sterilnim 
materialom/orodjem, razen v primeru določenih vzorcev, kjer sterilnost ni imela vpliva 
na rezultat in potek poskusa; npr. štetje celic pod mikroskopom. Shema protokola 
glavnega poskusa je prikazana na slikah 5 in 6. 
 
Pri glavnem poskusu smo merili razlike v adhezivnosti in invazivnosti bakterij pri treh 
različnih MOI (1000, 100 in 10). Bakterije in bakteriofagi (v razmerju 1 bakteriofag na 
1 bakterijo) ter bakterije brez bakteriofagov so bili pripravljeni v dveh centrifugirkah v 
začetni koncentraciji MOI 1000 glede na celice CaCo-2, ki so imele koncentracijo 
1×10
5
 celic/mL. Iz obeh centrifugirk smo nato pripravili še koncentraciji za MOI 100 in 
MOI 10 z 2-kratnim redčenjem. Vse suspenzije so bile pripravljene z optimiziranim 
gojiščem 721. 
 
Iz celičnega inkubatorja smo vzeli vnaprej pripravljeno mikrotitrsko ploščo s celicami 
in iz luknjic s Pasteurjevo pipeto odsesali gojišče. V luknjice smo glede na zastavljen 
načrt poskusa v dveh ponovitvah odpipetirali 250 µL suspenzije bakterij in 
bakteriofagov ter bakterij brez bakteriofagov (kontrola) pri vseh treh koncentracijah 
MOI. Naredili smo tudi sledeči kontroli; same celice – negativna kontrola okuževanja; 
same bakterije – pozitivna kontrola rasti/preživelosti bakterij. Za določanje 
koncentracije inokuluma smo vzorčili bakterije pred potekom inkubacije, ob času 0 h. 
Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali 2 uri v celičnem inkubatorju pri standardnih pogojih. 
 
Sledilo je trikratno spiranje z 200 µL PBS. Pred prvim spiranjem smo vzorčili kontrolo 
z bakterijami z namenom preverjanja preživelosti bakterij tekom inkubacije. Vzorec 
smo redčili po Kochu in redčitve nanesli na petrijevke s trdnim gojiščem AHB in jih 
postavili v nepredušne posode z generatorji mikroaerofilnega okolja v bakterijski 
inkubator za 48 ur pri 42 °C za naknadno štetje CFU. 
 
Poskus se je po tej točki ločil na dva vzporedna dela. Želeli smo preučiti vpliv 
bakteriofagov na adhezivnost in invazivnost bakterije C. jejuni na/v celice CaCo-2. 
Primerjali smo adhezivnost in invazivnost bakterij C. jejuni na celice CaCo-2 brez 
dodanih bakteriofagov glede na bakterije z dodanimi bakteriofagi PC5. 
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Slika 5: Prvi del protokola glavnega poskusa. 
Na 96-well plošči imamo nasajenih 2,5×104 
celic CaCo-2 na luknjico (7 dni po 
konfluenci) 
Odsesamo gojišče iz plošče in dodamo 200 
uL gojišča DMEM z 10% FBS brez 
gentamicina  
Preštejemo celice v dveh/treh luknjicah 
(V=200 uL). Glede na štetje preračunamo, 
koliko bakterij potrebujemo 
V falkonki pripravimo najvišji MOI  (1000) 
fag+bakt, premešamo 20 s na vorteksu, 
inkubiramo z rahlo odprtim pokrovčkom pri 
37 °C, 5 % CO2, 30 min 
3x centrifugiramo pri 9000 g, 10 min in 
pelet resuspendiramo v enak volumen kot 
pred centrifugiranjem 
Priprava MOI 100 in 10 z dvakratnim 10x 
redčenjem 
Okužimo celice z 250 uL bakt in bakt+fag v 
gojišču 721 in inkbuiramo 2 uri 
spiramo s PBS (200 µL) 3x 
Adhezivnost Invazivnost 
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Po spiranju celic CaCo-2 s PBS smo v luknjice, namenjene testiranju adhezivnosti, 
odpipetirali 200 µL 0,2 % Tritona X-100. Po 15 minutah smo vsebino luknjic s pipeto 
močno resuspendirali, s čimer smo dovedli tudi nekaj fizične sile za razbijanje celičnih 
membran ter vsebine luknjic odpipetirali v posamezne mikrocentrifugirke. Vzorce smo 
redčili po Kochu in želene redčitve nanesli na petrijevke s trdnim gojiščem AHB in jih z 
zaprli v nepredušno posodo z generatorjem mikroaerofilnega okolja ter jih postavili v 
bakterijski inkubator pri 42 °C. Po 48 urah smo iz inkubatorja vzeli petrijevke s 
preraščenimi kolonijami bakterij. Pregledali smo negativne in pozitivne kontrole. Nato 
smo prešteli CFU in izračunali povprečja treh ponovitev pri vsaki redčitvi. Iz 
povprečnih vrednosti vsake redčitve smo izračunali povprečno vrednost koncentracije 
Adhezivnost Invazivnost 
dodamo 200 uL 0,2% Tritona 
X-100 za 15 min 
vzorčimo luknjice za CFU, 
naredimo redčitveno vrsto po 
Kochu, redčitve nasadimo na 
petrijevke (100-10-6) za 48 ur 
preštejemo CFU 
dodamo 200 µL DMEM z 
gentamicinom (70 ug/mL) 
za 2 uri 
spiramo s PBS (200 µL) 3x 
dodamo 200 µL 0,2 % 
Tritona X-100 za 15 min 
vzorčimo luknjice za CFU, 
naredimo redčitveno vrsto po 
Kochu, redčitve nasadimo na 
petrijevke (100-10-6) za 48 ur 
preštejemo CFU 
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Po spiranju celic CaCo-2 s PBS smo v luknjice, namenjene testiranju invazivnosti, 
odpipetirali 200 µL DMEM s 70 µL/mL gentamicina in mikrotitrsko ploščo vrnili nazaj 
v celični inkubator, da je gentamicin deloval na bakterije in jih uničil. Po pretečenih 
dveh urah smo vzorce 3-krat spirali z 200 µL PBS. Pred spiranjem smo odvzeli en 
vzorec za kontrolo, če so slučajno bakterije preživele obdelavo z gentamicinom. PBS 
smo odsesali in v luknjice z vzorci odpipetirali 200 µL 0,2 % Tritona X-100 za 15 min 
in nato vsebino luknjic močno resuspendirali, s čimer smo dovedli tudi nekaj fizične sile 
za razbijanje celičnih membran. Vsebine posameznih luknjic smo prenesli v 
mikrocentrifugirke. Vzorce smo redčili po Kochu in želene redčitve nanesli na 
petrijevke s trdnim gojiščem AHB in jih zaprli v nepredušno posodo z generatorjem 
mikroaerofilnega okolja ter jih postavili v bakterijski inkubator pri 42 °C. Po 48 urah 
smo iz inkubatorja vzeli posodo s petrijevkami na katerih so zrasle kolonije bakterij. 
Pregledali smo negativne in pozitivne kontrole. Nato smo prešteli CFU in izračunali 
povprečja treh ponovitev pri vsaki redčitvi. Iz povprečnih vrednosti vsake redčitve smo 
izračunali povprečno vrednost koncentracije invadiranih bakterij pri obeh vzorcih; 
bakterije z bakteriofagi ter bakterije brez dodanih bakteriofagov. 
 
3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PRIDOBLJENIH REZULTATOV 
 
Podatke, ki smo jih pridobili tekom poskusov, smo statistično obdelali v programu 
Excel 2010, kjer je bilo to možno zaradi količine podatkov in ponovitev. Statistične 
izračune smo naredili z metodo Studentovega t-testa, s katero smo preverili, če so 
razlike med testnimi vzorci in kontrolami statistično značilne (vrednost p < 0,05). 
Hkrati smo izračunali tudi standardno napako istih rezultatov, ki je označena na grafih. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V tem poglavju so prikazani rezultati preliminarnih poskusov, ki so bili opravljeni z 
namenom optimizacije glavnega poskusa, sledijo rezultati glavnega poskusa. Proučevali 
smo vpliv bakteriofagov PC5 na zmožnost adhezivnosti in invazivnosti bakterij 
C. jejuni na/v celice CaCo-2 v določenem časovnem okviru. Določenih podatkov zaradi 
narave poskusa ni bilo mogoče statistično obdelati, se jih pa lahko vseeno med seboj 
primerja in gleda njihov trend. 
 
Pomembno je omeniti, da so bili v tem delu obravnavani poskusi del večje raziskave, ki 
je po obsegu presegala eno magistrsko delo. Del rezultatov, ki se nanaša na 
optimizacijske teste, smo opravili vzporedno in hkrati s testi, ki so bili predmet 
magistrskega dela Jureta Bedenka (2016) z naslovom »Optimizacija testa adhezivnosti 
in invazivnosti bakterije Campylobacter jejuni na celicah CaCo-2«.  
 
4.1 OPTIMIZACIJSKI (PRELIMINARNI) POSKUSI 
 
Ker je poskus testiranja vpliva bakteriofagov PC5 na adhezivnost in invazivnost bakterij 
C. jejuni ob okuževanju celic CaCo-2 zapleten predvsem iz vidika, da so vpleteni 3 
organizmi, je bilo nujno najprej optimizirati protokol in preveriti potencialne dejavnike, 
ki bi lahko vplivali na organizme in s tem na rezultate. Glavni poskus se je namreč 
izvajal tekom enega dneva, vendar je priprava vsakega glavnega poskusa trajala dva 
tedna – od priprave celic CaCo-2 do štetja CFU ali PFU na petrijevkah. 
 
4.1.1 Vpliv lizata C. jejuni in bakteriofagov na viabilnost celic CaCo-2 
 
V glavnem poskusu smo nameravali kokultivirati celice CaCo-2 z bakterijo C. jejuni in 
zanjo specifičnim bakterifagom PC5 in pričakovali smo, da se bo vsaj del bakterij 
liziral. Zato smo najprej preverili, če imajo lizat bakterij C. jejuni, neočiščeni ali 
očiščeni bakteriofagi PC5 vpliv na viabilnost celic CaCo-2 glede na čas 
izpostavljenosti. Lizat bakterij bi lahko vseboval potencialno toksične komponente, ki 
bi vplivale na viabilnost celic. Hkrati je obstajala možnost, da bi se komponente lizata 
bakterij in/ali bakteriofagi vezali na površino celic ali celo prešli v citoplazmo, kar bi 
potencialno tudi lahko vplivalo na fitnes celic oz. njihovo viabilnost. Poskus je imel tri 
biološke ponovitve in vsaka od teh 2 paralelki za vsak vzorec. Celice CaCo-2 smo 
nasadili v posamezne luknjice na mikrotitrsko ploščo. Prvemu vzorcu smo dodali lizat 
bakterij C. jejuni, drugemu neočiščene bakteriofage PC5, tretjemu očiščene bakteriofage 
PC5, četrti je bil kontrola – celice v popolnem gojišču brez dodatkov. Viabilnost celic 
smo preverili tako, da smo v časovnih intervalih (2 h, 4 h, 6 h, 24 h in 48 h) odvzeli 
vzorce in prešteli število živih ter mrtvih celic. Iz dobljenih podatkov smo izračunali 
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povprečja paralelk vzorcev in vseh bioloških ponovitev tako živih kot mrtvih celic ter 
izračunali delež živih celic (viabilnost). Rezultati testa so prikazani na sliki 7. 
 
 
Slika 7: Vpliv bakterijskega lizata, neočiščenih in očiščenih bakteriofagov na viabilnost celic CaCo-2 
glede na različne čase izpostavitve. 
 
Kot je razvidno iz grafa na sliki 7, bakterijski lizat, neočiščeni ter očiščeni bakteriofagi 
niso imeli vpliva na viabilnost celic CaCo-2 ne glede na čas skupne kultivacije v 
primerjavi s kontrolo. Deleži preživelih celic CaCo-2 so se gibali med 88 in 94 % pri 
vseh časih in niso bili odvisni od dodatkov. Deleži preživelih celic CaCo-2 so bili od 89 
do 92 % pri dodanem lizatu bakterij, od 88 do 92 % pri očiščenih in od 88 do 94 % pri 
neočiščenih bakteriofagih, kar je bilo enako, kot pri kontroli (88 do 92 % živih celic). S 
tem poskusom smo pokazali, da lizat bakterij, neočiščeni/očiščeni bakteriofagi v času 
48 ur nimajo vpliva na viabilnost celic CaCo-2 in v času trajanja glavnega poskusa ne 
bo prišlo do zaznavnih učinkov teh komponent na celice CaCo-2, ki bodo kokultivirane 
z bakterijami in bakteriofagi le 2 do 4 ure. Tako bomo pri glavnem poskusu res izmerili 
le učinek bakteriofagov na sposobnost bakterij C. jejuni pri adhezivnosti in invazivnosti 
v/na celice CaCo-2. 
 
4.1.2 Vpliv gojišča MHB na viabilnost celic CaCo-2 
 
Preverili smo vpliv gojišča MHB na celice CaCo-2 oz. njihovo viabilnost. Celice 



























Bakterijski lizat Neočiščeni bakteriofagi Očiščeni bakteriofagi Kontrola
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intervalih (1 dan, 2 dneva, 3 dnevi, 7 dni) preverili viabilnost celic in deleže živih 
primerjali z deleži živih celic pri kontroli. Rezultati testa so prikazani na sliki 8. 
 
 
Slika 8: Vpliv različnih koncentracij MHB v gojišču na delež živih celic CaCo-2 glede na čas gojenja. 
 
Pri meritvah kontrole ter 60 % deleža MHB ob dnevu 1 je verjetno prišlo do analitske 
napake, ker sta vrednosti močno odstopali od trenda. Delež živih celic po enem dnevu je 
bil okoli 91 % razen v primeru gojišča s 60 % MHB in kontrole, kjer smo ocenili, da je 
prišlo do napake pri odvzemu vzorca ali napake pri štetju. Viabilnost celic pri obeh 
vzorcih se je namreč pri drugem merjenju (dan 2) znatno povečala; pri kontroli iz 83,6 
% (dan 1) na 91,9 % (dan 2), pri vzorcu 60 % MHB pa iz 86,7 % (dan 1) na 94,3 % 
(dan 2). Trend viabilnosti celic vseh vzorcev kaže na nižanje viabilnosti tekom gojenja. 
Po 7 dneh gojenja je bila viabilnost celic v gojiščih z 20 %, 40 % in 60 % deležem 
MHB primerljiva z viabilnostjo celic v standardnem gojišču, medtem ko je bila v 
gojišču z 80 % deležem MHB približno 5 % nižja. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da gojišče z 80 % deležem MHB 
zagotovo ni primerno za uporabo pri glavnem poskusu, ker bi vplivalo na končne 
vrednosti rezultatov.. Pri tej sestavi gojišča predstavlja DMEM samo 10 % gojišča, kar 
znatno zniža celično sposobnost preživetja in rasti. Sklepamo lahko, da je pri vseh 
drugih testiranih gojiščih delež DMEM še dovolj velik, da lahko celice CaCo-2 brez 
težav rastejo in preživijo. Ker je bil poskus le preliminarni poskus za preverjanje le teh v 



























20 % delež MHB 40 % delež MHB 60 % delež MHB
80 % delež MHB K (100 % DMEM)
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potencialnih analitskih ali delovnih napak smo se odločili, da bomo pri glavnem 
poskusu uporabili gojišče z 20 % deležem MHB. Ta delež je namreč tudi dovolj za rast 
in viabilnost bolj robustnih bakterij, tudi za C. jejuni. Na podlagi rezultatov smo prišli 
do zaključka, da so optimalna razmerja sestavin v gojišču sledeča: 70 % DMEM, 20 % 
MHB in 10 % FBS. Gojišče smo interno poimenovali »721«. 
 
4.1.3 Vezava bakteriofagov PC5 na bakterije C. jejuni LBA65 
 
Interakcije med bakteriofagi in bakterijami niso popolne, kar pomeni, da se na bakterije 
ne vežejo vsi dodani bakteriofagi v suspenziji, nekateri se pa vežejo reverzibilno in se 
lahko naknadno odlepijo/sperejo z bakterijske površine. 
 
Adsorpcijo bakteriofagov lahko vrednotimo z deležem vezanih bakteriofagov glede na 
vse, ki so bili v interakciji z bakterijami oz. v primerjavi z nevezanimi. Iz razlike med 
prostimi bakteriofagi in kontrolo lahko izračunamo titer oz. delež vezanih 
bakteriofagov. Titer bakteriofagov smo določali z metodo štetja plakov bakteriofagov. 
Adsorpcijo bakteriofagov PC5 na bakterije C. jejuni smo merili z vzorčenjem mešane 
suspenzije, ki je vsebovala bakteriofage in bakterije pri MOI 1 (en bakteriofag na eno 
bakterijo) in kontrole, ki je vsebovala samo bakteriofage v istem gojišču. Vzorce smo 
vzeli po 20 sekundah in ponovno po 30 minutah od priprave mešanice bakteriofagov in 
bakterij in izvedli metodo štetja plakov. Pridobljeni podatki so podani v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Delež vezanih bakteriofagov pri adsorpciji na bakterije po preteku 20 sekund in 30 min 
(oznaka / – nismo ugotavljali). 
Vzorec 








kontrola po 20 s 1,31E+06 3,0 3,93E+06 100,00 
prosti bakteriofagi po 20 s 2,20E+04 3,0 6,60E+04 1,68 
vezani bakteriofagi po 20 s / / / 98,32 
kontrola po 30 min 3,39E+06 2,8 9,49E+06 100,00 
prosti bakteriofagi po 30 min 3,35E+04 2,8 9,38E+04 0,99 
vezani bakteriofagi po 30 min / / / 99,01 
 
Kot je razvidno iz preglednice 1, je izračunan delež prostih bakteriofagov po obeh 
meritvah zgolj 1,68 % oz. 0,99 %, kar pomeni da so se v času inkubacije vezali 
praktično vsi bakteriofagi: po 20 sekundah se je vezalo 98,32 % bakteriofagov, po 30 
min pa 99,01 % bakteriofagov. Mednje spadajo tudi reverzibilno vezani, ki se z 
dodatnimi spiranji še sperejo z bakterij, posledično je delež na bakterije vezanih 
bakteriofagov manjši. Zato smo v naslednjem poskusu preverili vpliv večkratnega 
spiranja na število pritrjenih bakteriofagov. 
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Po adsorpciji smo bakteriofage spirali z bakterij s trikratnim centrifugiranjem obeh 
vzorcev; mešanice bakteriofagov in bakterij pri MOI 1 in kontrolnega vzorca z 
bakteriofagi brez bakterij. Po vsakem centrifugiranju smo odvzeli vzorce supernatantov 
in izvedli metodo štetja plakov. Pridobljeni rezultati so prikazani v preglednici 2 in 
sliki 9. 
 
Preglednica 2: Titer vezanih bakteriofagov po adsorpciji glede na število spiranj. 
Vzorec 1. spiranje 2. spiranje 3. spiranje 
kontrola [PFU/mL] 1,64E+07 1,34E+07 1,47E+07 
prosti bakteriofagi po spiranju [PFU/mL] 2,76E+06 3,70E+05 1,50E+05 
vezani bakteriofagi po spiranju [PFU/mL] 6,46E+06 3,01E+06 1,66E+06 
 
Slika 9: Titer vezanih bakteriofagov glede na število spiranj. 
 
Kot je vidno iz rezultatov, se pri prvem spiranju večina reverzibilno vezanih 
bakteriofagov spere z bakterij (2,76E+06 PFU/mL). V nadaljnjih dveh spiranjih se 
postopoma odlepi še nekaj bakteriofagov, vendar praktično zanemarljivo v primerjavi s 
prvim spiranjem: 3,70E+05 PFU/mL po drugem spiranju in 1,50E+05 PFU/mL po 
tretjem spiranju. Tako je po prvem spiranju 6,46E+06 PFU/mL vezanih bakteriofagov, 
po drugem 3,01E+06 PFU/mL in po tretjem 1,66E+06 PFU/mL. 
 
Glede na rezultate adsorpcije bakteriofagov in njihovega 3-kratnega spiranja, lahko 



































kontrola prosti bakteriofagi vezani bakteriofagi
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dovolj velikemu deležu bakteriofagov, da so se ireverzibilno vezali na bakterije. Te 
bakteriofagi so bili sposobni prodiranja v bakterije in sprožanja njihove lize, kar bi 
moralo vplivati na njihovo sposobnost adhezije in invazije v celice CaCo-2. 
 
4.2 TESTIRANJE VPLIVA BAKTERIOFAGOV PC5 NA ADHEZIVNOST IN 
INVAZIVNOST BAKTERIJE C. jejuni OB OKUŽEVANJU CELIC CaCo-2  
 
Pri glavnem poskusu smo testirali vpliv bakteriofagov PC5 na sposobnost adhezivnosti 
in invazivnosti bakterij C. jejuni ob okuževanju celic CaCo-2. Na podlagi 
optimizacijskih in preliminarnih poskusov smo se odločili, da bomo testirali vpliv 
bakteriofagov pri MOI 1 glede na bakterije in tri različne bakterijske MOI glede na 
celice CaCo-2: MOI 10, MOI 100 in MOI 1000. Poskus smo ponovili v štirih bioloških 
ponovitvah, vendar ene nismo upoštevali, ker je med delom prišlo do napake in so 
rezultati močno odstopali od ostalih treh ponovitev. Pri vsaki biološki ponovitvi in 
vsakem MOI smo imeli dve paralelki za vsak vzorec. Vsak MOI je torej predstavljal 
določeno koncentracijo bakterij in bakteriofagov glede na celice CaCo-2, za kontrolo 
smo vzeli enake koncentracije celic CaCo-2 brez bakteriofagov, torej samo bakterije in 
celice CaCo-2. Po poskusu smo prešteli število kolonijskih enot (CFU), iz česar smo 
lahko preračunali koncentracije oz. delež adheriranih in invadiranih bakterij na/v celice 
CaCo-2 pri vzorcih z bakteriofagi in pri kontroli brez bakteriofagov. Vpliv 
bakteriofagov na sposobnost adhezivnosti/invazivnosti bakterij se je kazal v razliki med 
vzorci z bakteriofagi in kontroli. 
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Pridobljeni rezultati adhezivnosti glavnega poskusa so prikazani na sliki 10. 
 
 
Slika 10: Vpliv bakteriofagov PC5 na adhezijo bakterij C. jejuni na celice CaCo-2 pri različnih MOI. 
*Razlike med rezultati niso statistično značilne (p>0,05). 
 
Kot je razvidno iz slike 10, je prihajalo do manjših razlik pri sposobnosti bakterij 
C. jejuni, da so se adherirale na celice CaCo-2 ob dodatku bakteriofagov PC5 glede na 
kontrolo, ki ni imela dodanih bakteriofagov. Prikazani so deleži bakterij, ki so se 
prilepile na celice CaCo-2 glede na inokulum. Inokulum je predstavljal začetno 
koncentracijo bakterij. Kot se vidi, so deleži prilepljenih bakterij glede na inokulum 
zelo majhni pri testiranih vzorcih, kot tudi pri kontroli – manj kot 0,4 % pri MOI 1000, 
manj kot 0,5 % pri MOI 100 in manj kot 0,9 % pri MOI 10. Pri MOI 100 je bil delež 
adheriranih bakterij v primerjavi s kontrolo manjši za 23,9 %, medtem, ko so bile 
vrednosti pri MOI 10 in 100 obratne. Pri MOI 10 je bil dežel adheriranih bakterij pri 
kontroli 31,8 % manjši kot vzorec z bakteriofagi, pri MOI 1000 pa je imela kontrola za 
71,4 % manjši delež adheriranih bakterij kot vzorec z bakteriofagi. Treba je poudariti, 
da se je po statistični obdelavi podatkov izkazalo, da razlike med pridobljenimi rezultati 
kontrol in vzorcev niso statistično značilne (p < 0,05): pri MOI 10 je bil p = 0,54, pri 
MOI 100 je bil p = 0,42, pri MOI 100 je bil p = 0,20. To lahko pripišemo dovolj 
velikemu odstopanju vrednosti posameznih ponovitev od srednje vrednosti. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da ni prišlo do statistično značilnih 
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adhezivnost bakterij, kot smo predpostavljali. To ni v skladu z našimi pričakovanji, kjer 
smo predvidevali, da bodo bakteriofagi znatno zmanjšali ali preprečili adhezivnost 
bakterij ter podatkih iz literature, kjer so opravili podoben poskus na drugih vrstah 
organizmov. Lee in sod. (2015) so namreč opisali vpliv bakteriofagov na adhezivnost 
bakterije Salmonella typhimurium na celice INT-407 (rakaste celice črevesnega epitela). 
Pokazali so, da se ob dodatku bakteriofagov na celice INT-407 adherira znatno manj 
bakterij, kot pri kontroli brez bakteriofagov. 
 
Pridobljeni rezultati invazivnosti glavnega poskusa so prikazani na sliki 11. 
 
 
Slika 11: Vpliv bakteriofagov PC5 na invazijo bakterij C. jejuni v celice CaCo-2 pri različnih MOI. 
*Razlike med rezultati niso statistično značilne (p>0,05) . 
 
Kot je razvidno iz slike 11, je prihajalo tudi pri invazivnosti do manjših razlik pri 
invadiranju bakterij C. jejuni v celice CaCo-2 ob dodatku bakteriofagov PC5 glede 
na kontrolo, ki ni imela dodanih bakteriofagov. Prikazani so deleži bakterij, ki so 
invadirale v celice CaCo-2 glede na inokulum. Inokulum je predstavljal začetno 
koncentracijo bakterij. Deleži invadiranih bakterij so bili zelo majhni pri vzorcu z 
bakteriofagi in primerljivi kontroli: manj kot 0,0058 % pri MOI 1000, manj kot 0,061 % 
pri MOI 100 in manj kot 0,079 % pri MOI 10. Delež invadiranih bakterij je bil pri MOI 
100 v primerjavi s kontrolo manjši za 9 %, pri MOI 1000 pa manjši za 1,6 %. Pri MOI 
10 so bili rezultati obratni in je imel vzorec z bakteriofagi večjo vrednost kot kontrola: 
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bakteriofagi. Treba je poudariti, da se je po statistični obdelavi podatkov izkazalo, da 
tudi pri poskusu invazivnosti razlike med pridobljenimi rezultati kontrol in vzorcev niso 
statistično značilne (p < 0,05): pri MOI 10 je bil p = 0,64, pri MOI 100 je bil p = 0,75, 
pri MOI 100 je bil p = 0,96. Tudi tukaj je prišlo do večjega odstopanja vrednosti 
posameznih ponovitev od njihove srednje vrednosti, kar vpliva na statistično značilnost 
rezultatov. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da so pri MOI 100 in MOI 100 
bakteriofagi do neke mere vplivali na invazijo bakterij, vendar zaradi statistično 
neznačilnih razlik, torej ne moremo zagotovo trditi, da so imeli bakteriofagi dejanski 
znaten vpliv na invazivnost bakterij. Na podlagi podatkov iz literature, kjer so opravili 
podoben poskus na drugih organizmih, se je izkazalo, da so imeli bakteriofagi znaten 
vpliv na bakterije in so zmanjšali njihovo invadiranje v gostiteljske celice. Lee in sod. 
(2015) so opisali vpliv bakteriofagov na invazivnost bakterije S. typhimurium v celice 
INT-407. Dobili so podobne rezultate, kot pri testiranju adheznivosti - bakterije pri 
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Glede na literaturo bi lahko pričakovali, da bodo bakteriofagi imeli vpliv na sposobnost 
adhezije in invazije bakterij, zato lahko sklepamo, da je pri naših rezultatih brez 
statistično značilnih razlik lahko prišlo zaradi več različnih dejavnikov. Treba je 
poudariti, da je bil sam poskus zapleten zaradi zahtevnega protokola in je imel mnogo 
korakov, pri katerih je lahko prišlo tako do analitskih napak, kot tudi napak pri delu. 
Hkrati je delo z mikroorganizmi tudi do neke mere nepredvidljivo; predvsem delo z 
bakterijami C. jejuni, pri katerih se je izkazalo, da lahko iz poskusa v poskus izkazujejo 
spremenljivo rast in katerih kvantifikacija z avtomatskimi metodami je zahtevna oz. 
celo nemogoča, torej se moramo posluževati ročnega štetja, zaradi česar lahko spet 
prihaja do dodatnih napak.  
 
Vseeno pa lahko sklepamo o potencialnih razlogih, zakaj je prišlo do trenda (sicer 
statistično neznačilnega) povečane adhezivnost pri MOI 10 in MOI 1000 ob prisotnosti 
bakteriofagov, kar je v nasprotju s primeri iz literature (Brathwaite in sod., 2015; Lee in 
sod., 2015) in našimi pričakovanji. Ena izmed možnih razlag takih rezultatov bi lahko 
bila posledica vezave bakteriofagov na površino bakterij, kjer se le ta spremeni, kar 
lahko vpliva na interakcije med bakterijami C. jejuni in celicami CaCo-2 – zaradi 
bakteriofagov na površini bakterij lahko prihaja do agregiranja bakterij, ki se vežejo na 
celice CaCo-2 kot skupki več bakterijskih celic in ne posamične celice, kar spremeni 
število CFU pri kvantifikaciji. 
 
Invazivnost bakterij z dodanimi bakteriofagi se je sicer pri MOI 100 in MOI 1000 
nekoliko zmanjšala v primerjavi s kontrolo, kar je sicer v skladu s pričakovanji in 
literaturo, vendar naši rezultati niso statistično značilni. Predvidevamo lahko, da je to 
posledica zmanjšanje same sposobnosti invazije ali pa odmiranja bakterij znotraj celic 
CaCo-2 zaradi vpliva bakteriofagov. Glede na literaturo so imeli bakteriofagi tudi pri 
invazivnosti znaten vpliv na bakterije (Brathwaite in sod., 2015; Lee in sod., 2015).  
 
Kot so poročali Brathwaite in sod. (2015) ter Lee in sod. (2015), igra pomembno vlogo 
pri vplivu bakteriofagov na bakterije tudi vrstni red vstopa bakterij in bakteriofagov v 
kontakt s celicami. Največjo razliko v adhezivnosti so dobili pri poskusu, kjer so celice 
INT-407 naprej okužili z bakterijo in jim nato dodali bakteriofage: tu je prišlo do ~40 % 
padca adheriranih bakterij v primerjavi s kontrolo. Kjer so celicam dodali bakterije in 
bakteriofage skupaj, je prišlo do ~15 % padca adheriranih bakterij v primerjavi s 
kontrolo. Testirali so tudi učinek, kjer so celicam naprej dodali bakteriofage, čemur je 
sledila okužba z bakterijami: tu je prišlo do najmanjšega padca adheriranih bakterij, in 
sicer ~6 % manj v primerjavi s kontrolo. Podobno so odkrili, da ima vrstni red 
dodajanja bakteriofagov in bakterij tudi pri invazivnosti razmeroma pomembno vlogo. 
V primerjavi s kontrolo se je invazivnost bakterij najbolj zmanjšala pri testu, kjer so bile 
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celicam dodane bakterije pred bakteriofagi (padec za ~50 %). Pri obeh poskusih, kjer so 
bili celicam dodani bakteriofagi pred bakterijami ter testu, kjer so bili dodani 
bakteriofagi in bakterije skupaj, je število invadiranih bakterij padlo za ~23 % v 
primerjavi s kontrolo. 
 
Vredno bi bilo omeniti tudi raziskavo Šikić Pogačar in sod. (2016), kjer so se lotili 
reševanja problema večanja odpornosti proti antibiotikom bakterij C. jejuni s pomočjo 
naravno prisotnih bioaktivnih spojin v zeliščih. Proučevali so in vitro vpliv ekstrakta 
timijana pred in po hidrolizaciji njegovega eteričnega olja ter ekstrakta listov oljke na 
adhezijo bakterij C. jejuni in morebitno citotoksičnost teh ekstraktov na celični liniji 
tankega črevesa prašiča (PSI cl1) ter epitela tankega črevesa človeka (H4), ki so ju 
uporabljali. V primerjavi z našimi rezultati, so z njihovo raziskavo dokazali, da ekstrakti 
zelišč relativno učinkovito manjšajo (do 30 %) sposobnost adheriranja bakterij na 
celice, kar posledično, na podlagi njihovih predpostavk, indirektno vpliva tudi na 
manjše invadiranje oz. stopnjo okužbe. Uporabljali so enake metode določanja adhezije 
pri enakih pogojih (pogoji inkubacije, čas izpostavljenosti, metode kvantifikacije, 
reagenti, itd.), kot pri naši raziskavi; glavna razlika je bila, da so uporabili drugi celični 
liniji: PSI cl1 (celice epitela tankega črevesa prašiča) in H4 (epitela tankega črevesa 
človeka). Obe celični liniji sta ne-rakasti za razliko od celic CaCo-2. Tako lahko 
predpostavljamo, da je med njihovo in našo raziskavo prišlo do drugačnih rezultatov ali 
zaradi drugačnega tipa celičnih linij, ali morebitnih napak pri delu/analitskih napak, ali 
pa so bakteriofagi PC5, ki smo jih uporabili v naših testiranjih, za C. jejuni slabo 
učinkoviti oz. neučinkoviti. Vredno je tudi omeniti, da sta obe celični liniji, uporabljeni 
v raziskavi Šikić Pogačar in sod. (2016), normalni (nista rakavi), kar bi lahko zaradi 
drugačnega izražanja genov in rasti vplivalo na interakcije med celicami in bakterijami 
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Na podlagi rezultatov raziskovanja vpliva bakteriofagov na adhezivnost in invazivnost 
bakterije C. jejuni ob okuževanju celic CaCo-2, smo prišli do sledečih sklepov: 
 
 Pri različnih MOI se kažejo različni vplivi bakteriofagov na bakterije C. jejuni 
tako pri adhezivnosti kot pri invazivnosti. 
 
 Delež bakteriofagov in bakterij glede na število celic vpliva na interakcije med 
bakteriofagi in bakterijami ter bakterijami in celicami. 
 
 Lizat bakterij C. jejuni ali očiščeni/neočiščeni bakteriofagi PC5 nimajo vpliva na 
viabilnost celic CaCo-2 v času 48 ur. V poskusih, kjer jim bodo celice CaCo-2 
izpostavljene za krajši čas, torej ne bo prišlo do negativnega vpliva na končne 
rezultate poskusa. 
 
 Gojišče z 80 % deležem MHB ni primerno za celice CaCo-2, ker dodajanje 
gojišča MHB, ki je prilagojeno za rast bakterij, negativno vpliva na rast CaCo-2 
oziroma zmanjša njihovo viabilnost. Gojišče z nižjimi deleži MHB, predvsem 
20 %, pa nima vpliva na viabilnost celic CaCo-2 tekom več dni, zato je primerno 
za rabo v poskusih, ki trajajo le nekaj ur, saj ne bo negativno vplivalo na 
rezultate takih poskusov. 
 
 Zaradi narave poskusa, kjer v sistem uvajamo tri ločene mikroorganizme, ima 
sam poskus veliko število spremenljivk, korakov, vzorčenj in meritev, s čimer se 
veča možnost analitskih napak in napak pri delu. Tako je prišlo zgolj do nekega 
trenda pri rezultatih, razlike pa niso bile tudi statistično značilne. Po pregledu 
literature so drugje dobili statistično značilne rezultate, kjer so s poskusi na 
podobnih organizmih pokazali znaten vpliv bakteriofagov na adhezivnost in 
invazivnost bakterij ob okuževanju celic. 
 
Z upoštevanjem vseh zgornjih točk in podatkov iz literature, bi za zaključek dejali, da je 
bil poskus zastavljen dobro, vendar je zelo kompleksen zaradi števila korakov v 
protokolu in številu vzorčenj. Potrebna bi bila dodatna optimizacija oz. poenostavitev 
protokola ali pa dodatne ponovitve. 
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Bakterije iz vrste C. jejuni, ki spadajo v rod Campylobacter so po Gram-u negativne 
mikroaerofilne in termofilne bakterije spiralne oblike, ki optimalno rastejo pri 42 °C, 
lahko pa tudi pri 37 °C. Ne tvorijo spor in so kemotrofni organizmi, ki pridobivajo 
energijo iz aminokislin ali intermediatov Krebsovega cikla. Za človeka so patogen in so 
najpogostejše povzročiteljice kampilobakterioze po svetu. Simptomi so ponavadi blagi, 
vendar lahko pri dojenčkih ali pri starejših pride tudi do smrti. Okužba lahko povzroči 
tudi avtoimunsko bolezen (Guillain-Barréjev sindrom ali Miller-Fisherjev sindrom). So 
naravno prisotne v prebavilih ptic – najpogostejši prenos okužbe do človeka je ravno pri 
uživanju toplotno slabo obdelane perutnine. Do okužb lahko pride tudi z uživanjem 
kontaminiranih mlečnih produktov in kontaminirane vode ali pa s stikom z okuženo 
živaljo/človekom. 
 
Dejavniki patogenosti te bakterije še niso povsem jasni, zato so raziskave o mehanizmih  
delovanja v smislu sprožanja bolezni zelo aktualne. V zadnjih časih opažajo tudi vedno 
večjo odpornost proti antibiotikom, zaradi česar postaja zdravljenje okužb in preventiva 
z bakteriofagi vse bolj zanimiva tematika. Za Campylobacter specifični bakteriofagi se 
specifično vežejo na točno določeno vrsto bakterij ali celo podskupino v vrsti. Zaradi te 
specifičnosti imajo manj, oz. so celo brez, negativnih učinkov na koristno in 
komenzalno črevesno mikrobioto in celice prebavnega trakta, kar predstavlja veliko 
prednost v primerjavi z antibiotiki, ki vplivajo na vse, ne le tarčne mikroorganizme. 
Raziskovanje učinkov bakteriofagov na bakterije se lahko izvaja in vitro na modelih 
trajnih celičnih kultur. Kot model v podobnih raziskavah se pogosto uporabljajo Celice 
CaCo-2, ki so dobro proučene in primerne za nadaljnje raziskave. Celice CaCo-2 
izvirajo iz človeških črevesnih celic in jih bakterije C. jejuni lahko okužujejo. 
 
Namen magistrskega dela je bil vzpostavitev in optimizacija postopkov testiranja vpliva 
bakteriofagov na bakterije C. jejuni po okužbi celic CaCo-2 ter eksperimentalno 
preveriti učinek bakteriofagov na adhezivnost in invazivnost bakterije C. jejuni na 
modelu celic CaCo-2. Če želijo bakterije v prebavnem traktu preživeti, se morajo pripeti 
oz. adherirati na celice gostitelja, posledično lahko vanje tudi invadirajo. Pri poskusu 
smo preverjali učinkovitost vezave bakteriofagov na bakterije, viabilnost bakterij in 
viabilnost celic CaCo-2. Standardizacija in optimizacija testa sta nujni in predstavljata 
osnovo za nadaljnje raziskave. 
 
Vpliv lizata bakterij C. jejuni ali očiščenih/neočiščenih bakteriofagov PC5 na viabilnost 
celic CaCo-2 smo testirali ob različnih časovnih točkah s kvantifikacijo živih in mrtvih 
celic. Ugotovili smo, da v času 48 ur ni prišlo do razlik v primerjavi s kontrolo. 
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Testirali smo tudi vpliv gojišča MHB na viabilnost celic CaCo-2. Gojili smo jih v 
popolnem gojišču z različnimi deleži gojišča MHB in v različnih časovnih intervalih 
preverjali viabilnost celic. Ugotovili smo, da gojišče z 80 % deležem MHB ni primerno 
za gojenje, ker je prilagojeno za bakterijsko rast in negativno vpliva na rast celic 
CaCo-2. Manjše koncentracije pa niso imele negativnih vplivov v primerjavi s kontrolo. 
 
Glavni poskus, kjer smo testirali vpliv bakteriofagov na bakterije C. jejuni in njihovo 
adhezijo/invazijo na/v celice CaCo-2 nam je pokazal, da različni MOI različno vplivajo 
na bakterije tako pri adhezivnosti kot invazivnosti, vendar razlike med kontrolo in 
vzorci z bakteriofagi niso bile statistično značilne, torej ne moremo trditi, da so imeli pri 
naših poskusih bakteriofagi znaten vpliv na bakterijsko sposobnost adhezije/invazije. 
Do takih rezultatov je lahko prišlo zaradi narave poskusa, kjer smo v sistem uvajali tri 
ločene mikroorganizme in je imel sam poskus veliko število spremenljivk, korakov, 
vzorčenj ter meritev, s čimer se je večala možnost analitskih napak in napak pri delu. 
 
Kljub temu da pridobljeni rezultati niso bili statistično značilni, se je pri določenih MOI 
kazal trend, ki je bil v skladu z literaturo, in smo dobili nek vpogled na vpliv 
bakteriofagov PC5 na bakterije C. jejuni ob okuževanju celic CaCo-2. Potrebna bi bila 
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